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Demande intemationale n° PCT/FR00/00757 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale (les feuiltes de rempfacement qui ont 4te remises 
£ I'office rgcepteur en rgponse £ une invitation faite conform^ment a V article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "inttialement d4posees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'efles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 



Description, pages: 

3,4 

2,5,6 

1 



regue(s) avec t£l£copie du 09/04/2001 
regue(s) avec t£l6copie du 15/06/2001 
regue(s) avec t6l£copie du 21/06/2001 



Revendications, N°: 

1 -6 regue(s) avec teiecopie du 21/06/2001 



2. En ce qui concerne la tangue, tous les elements indiques ci-dessus etaient k la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient k la disposition de ('administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: ( qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preiiminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas ech^ant), I'examen preiiminaire intemationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k ('administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presents par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrame I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 05 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 consid§r6es 
comme allant au-del& de I'exposS de ['invention tel qu'il a et§ depos6, comme il est indique ci-apr&s (rfegle 
70.2(c)) : 

(T oute feuille de remptacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu£e au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations compl6mentaires, le cas 6cheant : 



V. Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

NouveautS Oui : Revendications 1-6 

Non : Revendications Aucune 

Activite inventive Oui : Revendications 1 -6 

Non : Revendications Aucune 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-6 

Non : Revendications Aucune 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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RAPPORT D EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR00/00757 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'Article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

*-*-*-*_*-*-*.*«*-*_*_*_*„*„*.*„*.*.*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*.*_*_*_*.* ******************* 
II est fait reference aux documents suivants: 

D1: Kotake Y et al., JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, vol. 77, no. 3, mars 1975 

(1975-03), pages 685-687, cite dans la demande en page 1, ligne 7; 
D2: Kobayashi K et al., CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN, vol. 28, 
no. 10, octobre 1980 (1980-10), pages 2960-2966, cite dans la demande en 
page 1 , ligne 8. 

*-*-*-*-*-*_*-*-*-*-*-*-*-*_*-*.*.*.*_*.*-*_*„*.*.*.*_*_*..*.*_*..*_*_*_*_* ******************* 

1 . Le document D1 montre (les references entre parentheses s'appliquent a ce docu- 
ment) un compose (le complexe acide xanthurenique - insuline (titre)) qui est le produit 
de la reaction de I'acide xanthurenique avec I'insuline (I'insuline est une proteine humaine), 
dans une solution tampon ou un serum (page 685, colonne 1, ligne 20 - colonne 2, ligne 
2). Le document D1 montre egalement que ledit compose possede des proprietes 
immunologiques (resume). 

2. Le document D2 decrit (les references entre parentheses s'appliquent a ce docu- 
ment) un compose qui est le produit de la reaction de I'acide xanthurenique avec la BSA 
(page 2962, lignes 37-38). Le document D2 montre que la serum albumine bovine (BSA, 
qui est une proteine de mammifere) est liee a I'acide xanthurenique (page 2962, I. 39) par 
une interaction electrostatique (page 2965, ligne 6) ou hydrophobe (page 2965, ligne 7). 

3. L'objet de la revendication 1 d iff ere done de ces composes connus en ce que la 
liaison entre I'acide xanthuronique et la proteine est covalente . 

4. L'objet de la revendication 1 est done nouveau (Article 33(2) PCT). 

5. Le probleme que la presente invention se propose de resoudre peut done etre con- 
siders comme etant de trouver des composes alternatifs possedant des proprietes 
immunologiques. 
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6. La solution de ce probleme proposee dans la revendication 1 de la presente de- 
mande est consideree comme impliquant une activite inventive (Article 33(3) PCT), et ce 
pour la raison suivante: 

L'acide xanthurenique lie de fa9on covalente a une proteine est un compose qui 
ne peut etre deduit des documents disponibles de Tart anterieur (qui decrivent 
uniquement un complexe (voir § 1 ci-dessus) ou une interaction electrostatique ou 
hydrophobe (voir § 2 ci-dessus)) 

7. Les revendications 2-6 dependent de la revendication 1 et satisfont done egalement, 
en tant que telles, aux conditions requises par le PCT en ce qui concerne la nouveaute et 
I'activite inventive. 

8. Application industrielle (Article 33(4) PCT) : 

L'objet des revendications 1 a 6 a pour application I'induction d'une reponse 
immunitaire contre les pathologies induites par des modifications de physiologie cellulaire 
dues a l'acide xanthuronique (page 1, lignes 3-5 et page 6, lignes 10-16). 



Fonmulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 
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WO 00/58344 PCT/FR00/00757 
Modification des prolines par l'acide xanthurenique 

La presente invention a pour but 1' induction d'une reponse iromunitaire contre les 

pathologies induites par des modifications de physiologie cellulaire par l'acide 

xanthurenique. La presente invention conceme aussi une facon d'induction regulee de pathblogie 

5 cellulaire en presence de l'acide xanthurenique. Elle est relative a une formation de 

proteines modiflees de facon covalente par l'acide xanthurenique in vitro ou ^flr"= un systeme 
cellulaire, et nbn pas Je facon nonH^valentetcomrne decrit prece dement (Kotake Y. et aL J. 
Biochem. 1975, 77, 685-687; Kobayashi K. etal. Chem. Pharm. Bull. 1980, 28, 2960-2966). 
La base de Tinvention est une observation du fait que l'acide xanthurenique mene a la modifi- 

10 -cation covalente de proteines dans des cellules et provoque une modification de la physiologie 
cellulaire. PrecSdemrnent, il a et£ reporte que Tacide xanthurenique s'accumule dans le cristallin de 
l'ceil bovin (Malina ct al. Graefe's Arch. Clin. Exp. OphthalmoL 1995, 233, 38-44), et humain 
(Malinalet al. Graefe's Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 1996, 234, 723-730) avec rage, dans sa 
presence les CC, p\ y - cristallines forment des agregats (idem) et deviennent fluorescentes 

1 5 (Malinaj et al. Eur. J. OphthalmoL 1996, 6, 250-256). Les conjugues covalents sont formes par la 
f. 

preparation des praduits oxydes de l'acide xanthurenique, nomrnes DOXA et sa reaction avec des 
cristallines de Tcei! (Malina et al. Graefe's Arch. Clin. Exp. OphthalmoL 
1 996, 234, 723-730). Recemment, les experiences ont montre que l'acide xanthurenique 
s'acairriulant dans une cellule conduit a une modification de la physiologie cellulaire. 

20 Cette modification est due a une accumulation de proteines mal repliees. L'acide xanthurenique 
peut foimeT des liaisons covalentes avec des proteines. En presence de l'acide xanthurenique qui a 
une couleur jaune, des proteines deviennent jaunes a cause de celui-ci. Cette couleur persiste 
apres 1'jelectrophorese des prolines sur le gel denaturant Ces requitals montrent que 
l'acide xanmurenique est lie avec les proteines de facon covalente. Pour changer la conformation 

25 d'une proteins, il est suffisant de modifier un acide amine; de nombreux exemples sont presents 



dans la literature scicntifique. En presence de l'acide xanthurenique comme l'indiquent les 
exemples donn6s dans cette description, un a plusicurs acides amines peuvent etre modifies. Pour 
cette raison, la presence de l'acide xanthurenique dans une cellule provoque une surexpression 
des pro'teines chaperonnes nominees "glucose regulated proteins 94" GRP94. La surexpression de 
30 ces proteines est connue comme etant provoquee par l'accumulation des proteines ma] repliees 
(Kozutsumi Naturel 988, 332, 462-464). 
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L'acide xanthurenique modifie des proteines de fa9on aleatoire et cette modification concerne aussi 

les proteines chaperonnes comme par exemple la GRP 94 et la calr&iculine. Etanl donne que ces 
proteines sont responsables de la conformation correcte des proteines, leur modification accelere 
raccumulation des proteines mal repliees et aussi panni elles des imnjunoglobulines 
5 mal repliees. Ces modifications complexes des proteines par l'acide xanthurenique, permetent de 
laisser fonctionner des cellules avec une physiologie modifiee. L* accumulation des proteines 
modifies par l'acide xanthurenique dans differents types de cellules (par exemple les cellules des 
astrocytes, les cellules epith&iales du cristallin) provoque par exemple une surexpression des 
proteases, une degradation de la calreticuline, une modification du facteur nucleaire-kappaB, 
10 et une induction du |}-arnyloifde (A4). 

Ces resultats montrent que la formation de proteines modifies par l'acide xanthurenique mene k 
une pathologie cellulaire en induisant le changement de norabreuses proteines. Les changements 
observes sont en fonction du degr6 de la modification de prolines par l'acide xanthurenique. 
Ces resultats montrent qu'il est possible d'induire une pathologie cellulaire de fa9on 
1 5 artificielle en augmentant dans les cellules le niveau de proteines modifites par l'acide 

xanthurenique. Ce nouveau mScanisme est provoque par la modification des prolines par l'acide 
xanthurenique dans une cellule. Dans une culture cellulaire des astrocytes une augmentation du 
niveau de proteines modifie par l'acide xanthurenique provoque l'induction 
de p-amyloide (A4), qui est reconnu par anticorps monoclonaux de Dako, Danemark, 
20 utilise pour le diagnostic de la maladie d f Alzheimer. La raison de cette induction de fi-amyloide 
est une modification de la conformation de laproteine precurseur de 1'amyloide (PPA), due k la 
modification par l'acide xanthurenique. Cette modification donne le signal k une induction de 
proteases, qui degradent le PPA modifie et induisent la formation de (5-amyloTde 
(A4). L'acide xanthurenique est un acide amine de la voie de degradation du tryptophane et son 
25 accumulation dans differents types de cellules peut conduire k diverses pathologies. On peut 
prevoir que l'animal dans lequel on augmente le niveau de proteines modifiees par l'acide 
xanthurenique peut servir comme modSle pour etudier l'effet de medicaments. 
Une introduction directe d'acide xanthurenique par voie orale ou d'autres voies, 
peut servir comme un modele de d£veloppement de la maladie d' Alzheimer, des maladies a 
30 priones, de la cataracte senile, de l'ath6roscl6rose, des rhumatismes, de la d£generescence de la 
retine avec Page. 
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L'observalion du fail que I'acide xanthurenique provoque une deregulation de la physiologie 
cellulaire pennet une induction r6gul& de la pathologie cellulaire. 

Des prolines modifiees par I'acide xanthurenique et injectees * m animal vont induire une 
r6pon$e immunitaire contre les prolines mal repliecs. A cause de la modification du 

5 sy steme immunitaire par I'acide xanthurenique et a la suite d'une degradation des prolines 
chaperonnes comme la GRP94, les cellules pathologiqucs nc sont pas 61iminees. L'induction 
de la reponse immunitaire contre les proteines mal replites peut prevenir I'effet 
pathologique qui a lieu a la formation de ces prolines au cours de vieillissement 
; Les vaccins bases sur des proteines modifies par I'acide xanthurenique vont avoir un rdle 

10 pr6ventif contre les maladies induites par des prolines ainsi modifies, Les proteines 
modifiees par I'acide xanthurenique peuvent etre administrees aux mammiferes en utilisant 
tous les solvants non toxique dans lesquels elles sont solubles. Des degres des 
modifications de proteine par I'acide xanthurenique, et quantite dc proline & administrer va 
ddpendre de proteine k modifier et de but recherche par vaccination. Les fragments de 

15 proteines, des peptides ou des sequences synthetiques peuvent fitre utilises pour former 
des produits conjugues avec I'acide xanthurenique. Ces composes sont introduits dans un 
mammifere pour induire une reponse immunitaire. 

Exemple 1. Formation de proteines modifiees par I'acide xanthurenique dans la culture de 
cellules epith&iales. 

20 La culture primaire des cellules cpithdliales de bovins dans un milieu du type milieu 

essentiel minimal (MEM) a ete traitSe par I'acide xanthurenique. I/acide xanthurenique a 
ete ajoutc dans ce milieu a concentration 0 5 1 , 2, 4 mM . Apr6s 24 heures de culture les 
cellules ont €X& lavees en utilisant un tampon PBS (5 mM sodium phosphate, 150 mM 

25 NaCl, pH 7-1) et lysees dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl (pH8), 150 mM 

NaCl 100fig/ml PMSF, 1% Triton X-100. Des extraits ont ete oppliquds sur une colonne de 
Sephadex G-50 et elues en utilisant 0,005 MNaHC03. L'acide xanthurenique a 6x6 
quantifie dans les extraits de proteines par la spectrometrie UV. La concentration de 
proteines a ete calcutee en utilisant une gamme etalonnee des mesures de l'absorption des 

30 quantites connues d'albumine du bovin ayant le poids moleculaire de 67,5 kD apres une 
incubation avec i'acide xanthur&iique ?c=342 nm (E xmBX 6 500 selon Merck Index, Merck 
and Co M edition White House Station, New York, 1 996). La concentration de 
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racide xanthurenique a correspondu respectivement au 0, 1, 3, 9 moles par mole de 

proteines. Les analyses des protcines apr& un transfert de gel SDS-PAGE sur une 

membrane de nylon (Western blot) en presence des differcnts anticorps ont montre qu'en 

presence de proteines modifies par l'acide xanthurenique le niveau de facteur nucldaire-KB, 

5 p-amyloi'de (A4), et calpain Lp82 ont 6t6 changes. 

. Exemplc 2 

Formation de proteines modifiees par l'acide xanthurenique dans la culture ceilulaire 
des astrocytes. 

VLa culture d'astrocytes de rat dans le milieu MEM a 6te traite par 1'acide 
1 0 xanthurenique k concentration 0, 2, 4, 8 mM. La concentration de l'acide xanthurenique 
(XA) dans des extraits a ete calculde comme dans l'exemple 1 3 et a correspondu 
respectivement au 0 ; 1 mole XA par 8 moles de proteines ; 3 moles de XA par 2 moles de 
protcines ; 1 mole XA par 5 . moles de prolines. 

En presence de proteines modifies par acide xanthur&iique, le facteur nucldaire -kB 
15 a eu les poids moteculaires de 50 kD, 52kD, et 55 kD au lieu de la taille noixnale 50 kD. La 

formation p-amylolde (A4), qui n'dtait pas detectable sans la presence de l'acide 
: xanthurenique, a ete fortcment induite. Ces r£sultats ont montrd qu'une augmentation de 

1'acide xanthurenique dans la cellule va provoquer une deregulation de la physiologie 

ceilulaire. Ces nbultats montrent qu'il est possible d'induire artificiellement une pathologie 
20 ceilulaire en augmentant dans une cellule le niveau des proteines modifies par Pacide 

xanthurenique. Le nouveau mdcanisme decrit est provoque par la modification covalente des 

proteines par l'acide xanthurenique. 

Exemple 3. Formation de proteines modifies par l'acide xanthurenique dans un extrait 
ceilulaire de la retine. 

25 L'acide xanthurenique a 0, 2, 4, 8 mM a ete incubd avec des extraits de prolines 

de la retine pendant vine semaine et les extraits ont ete traites comme decrit dans 1'exemple 
1, et les concentrations ont corxespondues respectivement au 0; 2 mole XA par 1 mole de 
proteines; 3 moles de XA par 1 mole de proteines; 5 moles XA par moles de proteines. 
Exemple 4. 

30 Formation de prolines modifies par 1'acide xanthurenique dans la culture de tissus. 
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Les cristallins de pore ont ete incubes dans les solutions d'acide xanthurenique 0 et 2 mM 
pendant une semaine. L'acide xanthurenique a ete diffuse dans le cristallin. Le cortex du cristallin 
a 6te homogeneise dans un tampon phosphate de 7.4. La partie non soluble de proteines a 6t6 
s6paree par centrifugation k 10 OOOg. La concentration des prolines a ete mesuree a 280 nm, 
5 les parties insolubles des proteines ont ete dissoutes dans 4 mM uree ou dans 8 mM d'ur6e. 
L'acide xanthurenique dtait present dans tous les extraits et sa quantite a augmente avec 
l'insolubilite des proteines : les concentrations en acide xanthurenique dans les proteines 
correspondaient a 1 mole XA pour 1 mole de prolines dans la partie soluble du tampon 
phosphate, 2 moles de XA dans les proteines solubles dans 4mM d'uree, et 3 moles de XA 

10 dans les prolines solubles dans 8 mM d'urte. 

Exemple 5. Preparation des conjugues de 1'acide xanthurenique avec des proteines de bacteries. 
Le mycelium de Streptomyces incarnatus, une bacterie mycelial Gram-positive, a 
6te cultive en Tabsence ou en presence de 2 mM d'acide xanthurenique. 100 ml de chaque 
culture a ete suspendue dans le tampon de phosphate k concentration 0.05 M, de pH 7, 

15 contenant 0.1% de P-rnercaptodthanol. La suspension a 6X6 congel£e dans un bain-marie 
contenant de la glace carbonique-metanol. Les cellules congelees ont 6x6 castes 
dans la presse de Hinton avec une pression de 360 atmospheres. Les proteines de cytosol ont 6X6 
separees de la fraction des membranes par centrifugation k 1 00 OOOg pendant une heure. 
La solution a ete traitee par l'addition de 2,5 % de streptomycine pour precipiter les acides 
20 nucteiques, qui ont ete elimute par centrifugation k 5000g pendant 1 0 min. Les concentrations 
d'acide xanthurenique dans les proteines ont 6te mesurees comme dferit dans Fexemple 1 . 
Les concentrations en acide xanthurenique dans les proteines correspondaient k 0 et 0.5 mole 
d' acide xanthurenique pour une mole de proteines. 
Exemple 6. 

25 Induction d'une r£ponse immunitaire contre la proteine modifiee par 1'acide 
xanthurenique. 

La calr&iculine est modifiee par 1'acide xanthurenique dans une cellule et partiellement degrade. 

3 mg de calreticuline dans le tampon phosphate sterile de pH 7,4 ont ete incubus avec 

4 mM d'acide xanthurenique pendant 72 heures, a temperature ambiante. 

30 La calteticuline modifiee a ete administree aux souris. Six souris (pesant 1 00 g environs) ont 6l6 
immunises par injection sous-cutane en utilisant les meme quantites 500jxg de 
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calreticuline. Un autre groupe de souris est reste sans traitement L'immunisation a 6te 

repdt£e trois fois dans 1'intervalle de deux semaines. La calreticuline a £t£ analy see d?mg i e plasma 



des animaux aprfes trois mois. Des proteines de plasma de souris ont et6 analysees par 
61ectrophor6se sur un gel d6naturant (Laemmli , Nature 1970, 227, 680-685). 
5 Des proteines ont 6t6 transferees sur une membrane. La detection de la calreticuline a ete 

effectu6e en utilisant un anticorps contre la calreticuline. Dans le plasma de souris non traites, la 
calreticuline degradee presentait un poids moleculaire de 55 kD au lieu de 63kD. Chez les souris 
traitees le plasma a contenu 60 pour-cent de moins de la calreticuline degradees. 
Cette voie peut etre utilisde pour retarder le vieillissement pathologique des cellules dfi k une 

1 0 modification de la conformation des proteines, notament des proteines chaperonnes. 
Les injections des proteines modifiees par Pacide xanthurenique peuvent avoiT un efFet 
preventif contre les pathologies ltees au vieillissement. Une immunotherapie utilisant les 
anticorps monoclonaux serait possible pour retarder Feffet de proteines mal repliees. Par 
exemple un anticorps contre la prot&ne precurseur d'amyloYde modifiee par l'acide 

1 5 xanthurenique est suppose retarder le developpement de la maladie d' Alzheimer. 
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Revendications 

1. 1) Compose destind iprovoquer des reactions imtnunitaircs dans un organisme vivant 

2. caract&ise en ce qu'il est le prodirit de la reaction de i&cide x^fbu^Smque avec vine proline, 

3. dans laquelle I s acide xanthurenique et ladite proteine se lient de fa9on covalente. 

4. 2) Compost selon la revendication 1 caract&rise en ce que I s acide xanthurenique est Mi de 

5. fa?on covalente a une proteine, un peptide, ou une sequence de proteine. 

6. 3) Compost selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que cette proteine est une 

7. proteine humaine ou une prot£ine d'un autre mammiffcre. 

8. 4) Compose selon la revendication 1 caracterise en ce que cette proline est une 
9- proteine bacterienne. 

10. 5) Compost selon la revendication 1 caract&isd en ce que la reaction ^^^^^^^apSiuqpto * 

1 1. avec-utie^ro dans laquelle V acide xanthurenique et ladite prot&ne se lient de fafon 

12. covalente, est faite par incubaction de culture de cellules en presence d'acide xanthur&iique. 
13-6) Compose selon la revendication 1 caracterise en ce que la reaction 6^Mi^^S^&§mcc^ * 
14. /avcsS >jafr^rotiine', dans laquelle l'acide xanthurenique et ladite proteine se lient de 

1 5* fa?on covalpite, est faite par incubation de tissus en presence d'acide xanthurenique. 



Empfansszei t 21 . Jun i 



12:45 



